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RESUMEN

Enestetrabajo se aplica latécnicadefermentacion extractiva in situ parala producciény separacion de acido
lactico, usando suero de leche como sustrato y Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus. La técnica consiste
en el uso de unafase orgdnica en contacto con el medio de cultivo, permitiendo asi la extraccién directa
de un compuesto a medida que éste se produce durante la fermentacion. Se utiliza una fase organica
compuesta por un solvente no polar (hexano, heptano e iso-octano) y tributil fosfato, TBP como agente
extractante. Se realizaron pruebas iniciales de toxicidad de la fase orgénica sobre el microorganismo'y
de capacidad extractiva de acido lactico, encontrdndose que con hexano-TBP se obtienen los mejores
resultados. Posteriormente se realiza la fermentacion extractiva, para la cual se utiliza un disefio central
compuesto, cuyos factores fueron: pH, % (v/v) de TBP en la fase organica y % (v/v) de la fase acuosa. Se
analizan como variables respuesta la concentracién de 4cido lactico en el medio de cultivo (ALFA) y el
coeficiente de particion Kd, presentando los modelos matematicos que describen su comportamiento.
Se encuentra que el pH es el factor mas significativo durante el proceso.
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ABSTRACT

In this work the technique of in situ extractive fermentation is applied for the production and separation
of lacticacid, using whey as substrate and Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus. The technique consists
on the use of an organic phase in contact with a culture medium that allows the direct extraction of a
compound as it is produced during the fermentation. The organic phase used is composed by a non polar
solvent (hexane, heptane and iso-octane) and tributyl phosphate, TBP as extracting agent. Toxicity of the
organic phase onto the microorganism and its extracting capacity of lactic acid are tested, and finding that
the best results were obtained with hexane-TBP. Later on, the extractive fermentation was carried out with
a central composite design using pH, % (v/v) of TBP in the organic phase and % (v/v) the water phase
as factors. The response variable analyzed were the concentration of lactic acid in the culture medium
(ALFA) and the partition coefficient Kd, displaying the mathematical models that describe their behavior.
It finding that pH is the more significant factor during the process.
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INTRODUCCION

La obtencién de acido lactico (AL) por medios
fermentativos ha sido ampliamente estudiada a ni-
vel mundial, buscando un aumento, tanto técnico
como econdmico, en la productividad del proceso.
Con este fin, la evaluacién de diferentes medios
de cultivo simples o complejos, ha sido de mucho
interés (1), (2). Entre los medios complejos, el
suero de leche presenta gran importancia para la
produccién de AL, debido tanto a su alto contenido
de lactosa, como al hecho de ser un subproducto
industrial generado en grandes cantidades, que
muchasvecesocasiona problemasdecontaminacion
ambiental (3).

De la misma manera, los estudios de separacion
y purificacién del AL han tenido un marcado inte-
rés, debido a que por sus propiedades fisicoquimi-
cas se hace dificil la destilacion y cristalizacién del
mismo, lo cual hace de esta etapa del proceso una
de las mas complejas y costosas (4-5). La ruta clasica
para la recuperacién del AL a partir de los caldos fer-
mentativos se basa en la precipitacion del lactato de
calcio por medio de la adicion de Ca(OH),, después
de haber sido separada la biomasa. Posteriormente
la sal esfiltrada y el resto del material es tratado con
acido sulfurico, produciendo de esta forma acido
libre y CaSO, (6). Este proceso tiene algunas des-
ventajas: es discontinuo, se requieren largos tiempos
de operacién, y los costos de inversién y operacion
son elevados (4,6,7).

La inhibicién por producto es el principal obs-
taculo en la fermentacion lactica, ya que limita el
rendimiento que se puede lograr durante el proceso
(8). Para contrarrestar este efecto se han propuesto
distintas estrategias, una de ellas es el empleo de
tecnologias de fermentacion que permitan retirar
el producto del medio a medida que se forma (9-
10). Una de las técnicas con la que se puede lograr
este objetivo es la fermentacion extractiva in situ,
en la cual una fase organicainsoluble en el medio,
extrae el metabolito de interés a medida que éste se
produce durante lafermentacién. Estafase organica
comunmente se compone de unagente extractante,
comunmente derivados organofosféricos como el
tributil fosfato, TBP, o aminas de alto peso mo-
lecular, y de un solvente que puede ser tolueno,
keroseno, heptano, hexano, iso-octano, etcétera. El
papel que cumple el agente extractante es “atrapar”
el producto de interésy complejarlo, transfiriéndolo
de esta manera a la fase organica. El solvente, por
otra parte, ayuda a controlar la densidad, viscosidad
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y tension superficial de la fase organica, con lo cual
se minimiza la solubilidad de la misma en la fase
acuosa (11). Algunos autores, la mayoria a partir
de medios de cultivos sintéticos, han estudiado la
fermentacién extractiva del 4cido lactico, usando
diferentes solventesy agentes extractantes (6,12-17).
De igual manera, otros autores han hecho estudios
sobre la produccién de 4cido lactico a partir de me-
dios complejos como el suero de leche (18 - 19).

Los aspectos técnicos mas relevantes en el
estudio de la fermentacion extractiva son: la toxi-
cidad que la fase organica puede generar sobre el
microorganismo y la capacidad de extraccidon que
presenta estafase sobre el metabolito deinterés (20).
Igualmente el pH del medio es un factor primordial
en el estudio, ya que influye tanto en el proceso
fermentativo como en el extractivo (11). El presen-
te trabajo tiene por objetivo evaluar estos factores
sobre la produccién fermentativa y la separacion de
AL a escala de laboratorio, utilizando como sustrato
suero de leche.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Acido dinitrosalicilico (DNS) marca Sigma.
Hexano, heptano, iso-octano y tributil fosfato
(TBP) marca J.T. Baker. Acido sulfurico, acido
clorhidrico, &cido lactico e hidréxido de sodio marca
Merck. Todos los reactivos son grado analitico.

Técnicas de analisis

Concentraciéndedacidolacticoenlafaseacuosa:Fue
determinada por HPLC, usando para ello un cro-
matografo Agilent Serie 1100 con una columna de
intercambio iénico con relleno de divinilbenceno.
Los parametros de la cromatografia son, volumen de
inyeccion: 5 l, flujo de la fase mévil: 0.5 ml/min,
fase movil: 4cido sulfurico 0.005 N, temperatura de
operacion de la columna: 25 °C, longitud de onda
del detector: 214 nm. La curva de calibracion se hizo
usando acido lactico al 99% de pureza (21).

Concentracidndeacidolacticoenlafaseorganica:Fue
determinada utilizando la técnica de titulacién por
retroceso. El dcido fue desalojado de la fase orgénica
usando una solucién de NaOH 0.1 N y luego el
exceso de base se tituldé con una solucién de HCI
0.1 N (12), (22).

Concentraciondebiomasa:Secuantificé pordensi-
dad optica medida a 525 nm, la cual fue relacionada
conlaconcentracién pormediodelatécnicade peso
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seco. Se utilizé un espectrofotémetro Shimadzu
UV-Visible - 160 (19).

Concentraciéndeazucaresreductores:Fuedetermi-
nada por el método colorimétrico del 4cido dini-
trosalicilico (DNS). La absorbancia fue medida a
575 nm, utilizando un espectrofotémetro Shimadzu
UV-Visible - 160, (23).

Fermentacion control

Medio de cultivo: Se utilizé el suero de leche pro-
veniente de la planta procesadora de lacteos de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.
Este suero fue desproteinizado por calentamiento
a reflujo durante 10 minutos, luego de haber sido
ajustado su pH a un valor de 5.5, (equivalente a su
punto isoeléctrico), con lo cual precipitan las protei-
nas permitiendo separarlas (24). Luego se esteriliza
el medio a 20 psig y 121 °C durante 15 minutos,
para su utilizacion.

Condicionesdeinoculacién:Seutilizé Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus, de la casa comercial CHR
HANSEN’S LABORATORY INC, Hersholm
- Dinamarca. El liofilizado fue activado en suero
de leche estéril eincubado a 43 °Cdurante 5 horas,
tiempo en el que se llega a lafase exponencial. Este
cultivo fue usado como inéculo para las fermen-
taciones.

Condicionesdefermentacion:Seempledunagitador
rotatorio New Brunswick Scientific serie Innova
4400, con control de temperatura. Fueron usados
40 ml de medio de cultivo en erlenmeyers de
50 ml, con lo cual se conserva una cabeza de aire
minima, manteniendo de esta forma condiciones
anaerobicas. Las condiciones de operacién fueron,
pH inicial del medio 5.5, temperatura 43 °C, velo-
cidad de agitacién 125 rpm, concentracién inicial de
azucares reductores 60 g/L y concentracion inicial
de inéculo 4 g/L (3), (17).

Prueba de toxicidad

El procedimiento se hizo segun la técnica pro-
puesta por Demirci y Choudhury (17), (14), la cual
consiste en una fermentacién en la que el medio
de cultivo esta en contacto con una pequena can-
tidad de solucién organica en relacion volumétrica
20:1. Para esta prueba se realiza una fermentacién
bajo las mismas condiciones que fueron descritas
en la fermentacién control, adicionando 2 mL de
una solucidn organica formada por hexano-TBP,
heptano-TBP o iso-octano-TBP. Se realiz6 un
disefo experimental con arreglo factorial de dos

factores; tipo de solvente (hexano, heptano e iso-
octano) y concentracion de TBP en la fase orgénica
expresada como % (v/v), cuyos niveles fueron 15%
y 30%, definidos a partir de trabajos realizados por
otros autores (12,17). Los experimentos se hicieron
por triplicado, usando como variable respuesta la
concentracion de AL obtenida. La influencia de los
factores y sus interacciones fueron evaluadas por
medio de un analisis de varianza.

Prueba de capacidad extractiva

Para esta prueba se preparé una solucién de AL
en suero de leche a una concentracion de 100 g/L.
Este acido se sometid a un proceso de calentamiento
con reflujo a 60 °C por 12 h, con lo cual se logra su
despolimerizacién, llegando asi a simular las mismas
condiciones que se presentan con el acido lactico
obtenido un proceso fermentativo (15). La meto-
dologia consistié en la combinacion de 25 ml de la
solucion de AL preparada (fase acuosa), con 25 ml
de una solucién formada por un solvente organicoy
TBP (fase organica), generando dos fases inmiscibles
con un volumen total de 50 ml (50% de fase acuosa).
El volumen de fase organica fue variado en otros
ensayos usando solo 12.5 ml, dando asi un volumen
total de 37.5 ml (67% de fase acuosa). Se realizd un
disefo experimental con arreglo factorial de tres
factores; tipo de solvente (hexano y heptano), % de
TBP (15% y 30%) y % de fase acuosa (50% y 67%).
Se trabajo bajo las mismas condiciones de agitacion,
temperaturay tiempo de las pruebas anteriores. Los
experimentos se hicieron por triplicado usando como
variable respuesta el % de recuperacion de 4cido lac-
tico por parte de lafase organica, definido por medio
de la ecuacién que se muestra a continuacion. La
influencia de los factores y sus interacciones fueron
evaluadas por medio de un andlisis de varianza.

% de recuperacion = Concentracion inicial-concentracion final , 140
Concentracion inicial

Concentracion AL en fase acuosas

Fermentaciéon extractiva

Se utilizé un diseno de experimentos central
compuesto, que consiste en un disefio factorial
completo 2%, donde k es el nimero de factores a
analizar, ademas de n, puntos centrales (n, >1), y
también de dos puntos axiales sobre cada eje de los
factores, a una distancia o (0. =2"%) a partir del punto
central. Elnimero total de experimentos esta dado
por: N = 2“+2k + n, (25).
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Los factores utilizados en este experimento fue-
ron; % de TBP, % de fase acuosa y pH inicial del
medio. Este ultimo factor se incluye debido a que
otros autores han confirmado el gran efecto que
presenta sobre la fermentacion extractiva (11-17,
22,26, 27). Dado que el pH 6ptimo de crecimiento
deLactobacillusdelbrueckiispp.bulgaricusesde5.5,y
gue algunos autores encontraron que la etapa de
extraccion se favorece a pH bajo (27), se definié un
intervalo de trabajo para el factor pH que va desde
3.9 hasta 6.1.

Por medio de la teoria del disefo experimen-
tal (25), se definieron los niveles de cada factor
(véase Tabla 1). Para este ensayo se tiene que
a =1.6818, k = 3 y n,= 6, lo cual implica un total
de 20 experimentos. Se utilizaron como varia-
bles respuesta la concentracién de AL en la fase
acuosa (ALFA) y el coeficiente de particion de AL
(Kd = ALFO/ALFA), donde ALFO es la concen-
tracion de AL en la fase orgdanica. La influencia de
los factores y sus interacciones sobre el modelo de
regresion obtenido del tratamiento estadistico, fue
evaluada por medio de un andlisis de varianza y
mostrada a través de diagramas de Pareto.

Tabla 1. Factores y niveles de la fermentacion

extractiva.
Factor Definicion de niveles
- -1 0 1 o
pH 3.9 4.3 5.0 5.7 6.1
% v/v TBP 10 15 23 30 35
0,
% VIV fase 44 50 58 67 72
acuosa
RESULTADOS Y DISCUSION

Fermentacién control

Los resultados obtenidos (véase Figura 1), mues-
tran una produccion de AL cercanaa 3 g/L (y,, =
0.218 C-mol acido lactico/C-mol lactosa), la cual
estd por debajo de valores reportados en trabajos
anteriores (2), (18). Esto se debe principalmente
a la necesidad de una etapa de optimizacién del
medio de cultivo, la cual se aleja del objetivo del
presente trabajo. También se observa quela maxima
concentracion de biomasa lograda es tan sélo de
4.5 g/L, lo que implica que no hubo un crecimien-
to celular significativo, debido tanto al trabajo
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anaerdbico, como al efecto inhibitorio del AL sobre
el crecimiento celular,ampliamente reportadoenla
literatura (19), (28).
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Figura 1. Comportamiento cinético de la fer-
mentacién control. T 43 °C, pH 5.5, velocidad de
agitacion 125 rpm. ® Acido lactico, ® azucares
reductores, A biomasa.

Prueba de toxicidad

Los resultados muestran que la fase organica
compuesta por iso-octano-TBP, present6 una ma-
yortoxicidad sobre el microorganismo (véase Figura
2), generando una disminucién en la produccion
de acido lactico respecto a la fermentacion control,
cercana a 85%. Por el contrario, el hexano-TBP y
heptano-TBP mostraron un menor efecto téxico,
evidenciado en una disminucién en la produccién
de 4cido lactico cercana a 30%. Un trabajo realiza-
do por Demirci usando Lactobacillus lactis y glucosa
como sustrato, mostré que el hexano-TBP y el
heptano-TBP presentan bajos efectos tdxicos (17).
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Concentracion de acido lactico (g/l)

Figura 2. Prueba de toxicidad. (A) hexano, 15% de

TBP, (B) hexano, 30% de TBP, (C) heptano, 15% de

TBP, (D) heptano, 30% de TBP, (E) iso-octano, 15%
de TBP, (F) iso-octano, 30% de TBP.
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El andlisis de varianza (véase Tabla 2) muestra
gue efectivamente el factor tipo de solvente es sig-
nificativo sobre la concentracion de acido lactico
obtenida durante la fermentacion, mientras que
el factor % de TBP y la interaccion entre los dos
factores nolo son. Una prueba Duncan mostré que
no existe diferencia significativa entre el hexanoy
el heptano.

Tabla 2. Andlisis de varianza para la prueba de
toxicidad. (A) Tipo de solvente, (B) % de TBP.

Fuente de variacion | Sumade | Gradosde | Cuadrados F F
cuadrados | libertad | medios | calculada
10266326.6 2 51331633 [ 205.1 389
B 17933.6 1 17933.6 0.7 475
AB 3828.1 2 1914 0.08 389
Error 300266.6 1 25022.2
Total 10588355 17
Suma de cuadracos
del modelo 10268088.3
R 09716418

Una explicaciéon del mayor efecto téxico mos-
trado por el iso-octano puede ser la presencia de
interacciones dipolo-dipolo inducidas con el agua,
superior a la que ejercen los otros compuestos, lo
que implica que su solubilidad en el medio de cul-
tivo es mayor, permitiendo asi un mayor contacto
entre el compuesto y el microorganismo (29).

Prueba de capacidad extractiva

En esta prueba no se incluyé el iso-octano debi-
doal gran efecto téxico que presento. Los resultados
muestran que al usar hexano como solvente, no se
observo un efecto importante por parte del factor
% de TBP (véase Figura 3), mientras que con el %
de fase acuosa el efecto fue mucho mayor. Por el
contrario, al usar heptano como solvente, el efecto
del % de TBP si fue importante, mientras que el
efecto de % de fase acuosa no lo fue. Se concluye
gue usando hexano-TBP y 50% de fase acuosa, se
presenta la mayor eficiencia en la recuperacién de
AL, que llega a valores de 55% de recuperacién. La
maxima recuperacion lograda con el heptano-TBP
se presentd al usar un 30% de TBP, y correspondi6 a
30%. Demirci reporta que con hexano-TBP se logra
una recuperacién de acido lactico de 52%, mientras
que con heptano-TBP la recuperacién es de 38%
(17). Kahya, usando una fase orgdnica compuesta
por alcohol oleico-Alamina 336, reporta que con
50% de fase acuosa se logra la mayor recuperacion
de acido lactico, (26). Kilic, trabajando también
con una fase orgdanica formada por alcohol oleico,

encontrd que con 45% de fase acuosa se favorece el
proceso de recuperacién de acido citrico (30).
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Figura 3. Prueba de capacidad extractiva. (A) hexano,
15% de TBP, 50% de fase acuosa, (B) hexano, 30% de
TBP, 50% de fase acuosa, (C) hexano, 15% de TBP,
67% de fase acuosa (D) hexano, 30% de TBP, 67%
de fase acuosa, (E) heptano, 15% TBP, 50% de fase
acuosa, (F) heptano, 30% de TBP, 50% de fase acuosa,
(G) heptano, 15% de TBP, 67% de fase acuosa, (H)
heptano, 30% de TBP, 67% de fase acuosa.

El andlisis de varianza (véase Tabla 3), muestra
que el tipo de solvente y el % de fase acuosa, con
su respectiva interaccidn, son significativos. Los
resultados indican que la capacidad extractiva de
acido lactico estda directamente relacionada con la
cantidad de fase organica utilizada.

Tabla 3. Andlisis de varianza para la prueba de
capacidad extractiva. (A) Tipo de solvente, (B) % de
TBP, (C) % de fase acuosa.

Fuente de variacion | Sumade | Gradosde | Cuadrados F F
cuadrados | libertad medios Calculada
A 3155.6 1 3155.6 46.3 449
B 294 1 294 43 449
C 761.6 1 761.6 112 449
AB 2282 1 2282 33 449
AC 522.7 1 522.7 1.7 449
BC 2.7 1 2.7 0.04 449
ABC 82 1 82 0.1 449
Error 1090.4 16 68.1
Total 6063.3 23
Suma de cuadrados
del modelo 4972.9
R2 0.82017084

Fermentaciéon extractiva

Basados en los resultados de las pruebas ante-
riores, se seleccioné el hexano como solvente, por
presentar un bajo efecto toéxico sobre el microor-
ganismo y permitir una mejor extraccion de acido
lactico. Los factores % de TBP y % de fase acuosa
se siguieron usando, con lo cual se buscé evaluar si
existe algun tipo de interaccién de éstos con el pH
inicial del medio.
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Con ayuda del programa estadistico Statgra-
phics, se obtuvieron los modelos de regresion

ALFA = 22763.2 - 9351.22 * X, - 19.8674X, - 59.593 * X, + 1063.53 * X2
* X, * X, + 1.31936 * X,2 - 0.284597 * X, * X, + 0.540844 * X* (R? =

Kd = -4.38382 + 2.00094*X, + 0.0684015*X, + 0.000399212*X, - 0.242869*X,>
+0.00230559*,*X, -0.00141818*X, + 0.0000582631*X *X, - 0.000144769*X,” (R =

Donde: X;: pH inicial del medio de cultivo
X,: % de TBP
X,: % de fase acuosa

El diagrama de Pareto para la variable respuesta
ALFA (véase Figura 4), muestra que Unicamente
el factor pH es significativo sobre el modelo (P =
0.0000<0.05),lo cual puede ser evidenciado también
por medio de las superficie de respuesta, donde se
observa, ademas, que a valores de pH altos se favo-
rece la produccion de AL (véase Figura 5).
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Figura 4. Diagrama de Pareto para la variable
respuesta ALFA. (A) % de TBP, (B) % de fase acuosa.
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Figura 5. Superficies de respuesta para la variable
respuesta ALFA.

El diagrama de Pareto para la variable respuesta
Kd (véase Figura 6), muestra que tanto el pH (P =
0.0000 < 0.05), como el % fase acuosa (P=0.0038 <
0.05), son significativos sobre el modelo, aunque su
interaccion nolo es. Por otra parte el efecto lineal del
factor % de TBP, no es significativo, pero su efecto
cuadratico silo es (P =0.0001 < 0.05), por lo que se
deduce que este Ultimo factor también es significa-
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para ALFA y Kd, que se muestran a continua-
cion:

- 576517 * X, * X, + 1.58125
94.7520)

- 0.00141791*X,*X,
98.8611)

tivo, lo cual se justifica con ayuda del principio es-
tadistico denominado parsimonia. Observando las
superficies de respuesta (véase Figura 7), se observa
que avalores de pH menores de 4.5, concentracion
de TBP cercana a 25% y relacién volumétrica de fase
acuosa menor de 55%, se favorece la recuperacion
de AL, llegando a ser del orden de 40%.
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Figura 6. Diagrama de Pareto para la variable
respuesta Kd. (A) % de TBP, (B) % de fase acuosa.
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Figura 7. Superficies de respuesta para la variable Kd.

Comparando los resultados experimentales
para ALFA y Kd con los obtenidos a través de los
modelos matematicos (véase Tabla 4), se concluye
que dichos modelos son adecuados para explicar
el comportamiento de las variables. Ademas, al
analizar los resultados obtenidos con respecto al
efecto del factor pH, se concluye que el proceso de
fermentacion extractiva parala produccién de acido
lactico, debe ser realizado a valores de pH cercanos
a5, buscando de esta manera un equilibrio entre las
mejores condiciones de produccién de acido lactico
y de extracciéon del mismo.
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Tabla 4. Descripcion de experimentos y resultados de la fermentacidn extractiva.

Experimento | pH % viv TB"P en % v/v fase | ALFA experi- | ALFA mo- K_D KD
fase organica acuosa mental, mg/L | delo, mg/L | experimental | modelo
1 4.3 15 50 539.3 341.6 0.52 0.54
2 43 30 50 530.2 348.0 0.54 0.56
3 5.7 15 50 2037.7 1995.3 0.08 0.11
4 5.7 30 50 1943.5 1885.8 0.09 0.10
5 4.3 15 67 618.6 447.5 0.45 0.45
6 4.3 30 67 569.0 381.3 0.50 0.48
7 5.7 15 67 2184.9 2137.3 0.08 0.06
8 5.7 30 67 1988.6 1955.2 0.09 0.07
9 5.0 10 58 710.9 874.8 0.28 0.26
10 5.0 35 58 565.1 728.1 0.54 0.29
11 3.9 23 58 262.5 591.4 0.56 0.55
12 6.1 23 58 2123.2 3311.4 0.06 -0.17
13 5.0 23 44 460.1 634.7 0.57 0.52
14 5.0 23 72 612.1 764.0 0.39 0.42
15 5.0 23 58 602.5 593.4 0.49 0.50
16 5.0 23 58 604.5 593.4 0.50 0.50
17 5.0 23 58 606.6 593.4 0.49 0.50
18 5.0 23 58 600.8 593.4 0.50 0.50
19 5.0 23 58 602.1 593.4 0.50 0.50
20 5.0 23 58 606.8 593.4 0.50 0.50
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